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(54) Bezeichnung: 5 -MODIFIZIERTE NUKLEOTIDE UND IHRE ANWENDUNG IN DER MOLEKULARBIOLOGIE UND MEDIZIN 



(57) Abstract 



The invention relates to 5 '-modified nucleotides and nucleic acids containing said nucleotides. The invention also relates to methods 
for integrating 5*-modified nucleotides in nucleic acids and subsequent localized splitting of the nucleic acids on the 5 -modified monomer 
structural elements. The inventive methods can be used in nucleic acid sequencing, in the creation of nucleic acid libraries, in the detection 
of mutations, in the production of carrier-bound nucleic acids and for pharmaceutical purposes. 

(57) Zusanunenfassung 

Die Erfindung betrifft S'-modifizierte Nukleotide und diese Nukleotide enthaltende Nukleinsauren. Weiterhin werden Verfahren 
zum Einbau der 5*-modifizierten Nukleotide in NukleinsSuren und die anschliefiende ortspezifische Spaltung der Nukleins^uren an 
den 5*-modifiziertcn Monomcrbausteinen offcnbart. Diese Verfahren kftnnen zur Nukleinsfiuresequenzierung, zur Erzeugung von 
Nukleins^urebibliotheken, zum Nachweis von Mutationen, zur Herstellung tr^gergebundener NukleinsSuren und fQr pharmazeutische Zwecke 
eingesetzt werden. 
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5'-modifizierte Nukleotide und ihre Anwendung in der Molekularbiologie und 
Medizin 

Beschreibung 

Die Erf indung betrifft 5'-modifizierte Nukleotide und diese Nukleotide enthal- 
tende Nukleinsauren. Weiterhin werden Verfahren zum Einbau der 5'- 
nnodifizierten Nukleotide in Nukleinsauren und die anschlieBende ortspezi- 
f ische Spaltung der Nukleinsauren an den 5'-modif izierten Monomerbaustei- 
nen offenbart. Diese Verfahren konnen zur Nukleinsauresequenzierung, zur 
Erzeugung von Nukleinsaurebibliotheken, zum Nachweis von Mutationen, 
zur Herstellung tragergebundener Nukleinsauren und fur pharmazeutische 
Zwecke eingesetzt werden. 

Die heute routinemaBig angewandten Verfahren zur Sequenzierung von 
Nukleinsauren beinhalten im allgemeinen die Polynnerisation eines zu einer 
Matrize komplementaren Nuklelnsaurestrangs und die Erzeugung eines 
Gemisches an Nukleinsaurefragmenten mit alien moglichen Langen (1). 
Dieses Nukleinsaurefragmentgemisch kann durch Termination der Polymeri- 
sation Oder Abbau durch Exonukleasen {2), iterative Sequenziermethoden 
(3), Zugabe einzelner Basen und Nachweis der Freisetzung von Pyro- 
phosphat (4), chemische Methoden unter Verwendung von Eliminations- 
reaktionen (5)/ chemisch-enzymatische Methoden unter Einbau von 
modifizierten Nukleosiden und Spaltung durch Angriff auf Phosphorthioat- 
oder Bor-modifizierte Nukleotide (6), Einbau von Ribpnukleosiden in DNA 
und anschlieBende Spaltung unter basischen Bedingungen (7) oder den 
Einbau von 3'-farbmarkiertenNukleotiden mit gleichzeitigerodernachfolgen- 
der Abspaltung des Farbstoffs (8) erfolgen. Neben diesen Methoden stehen 
auch Strategien zur Verf ugung, die eine Sequenzierung durch Hybridisierung 
(9) und eine physikalische Fragmenterzeugung durch Massenspektrometrie 
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{ 1 0) beinhalten. Auch ein Nachweis durch Atomkraftmikroskopie (11) wurde 
diskutiert. 



In den letzten zwanzig Jahren ist die Methode der Wahl jedoch die 
enzymatische Kettenabbruchmethode gewesen. Diese Methode ermoglicht 
eine Automatisierung und eine Sequenzierung mit hohem Durchsatz zur 
Anwendung bei der Sequenzierung ganzer Genome. Die Automatisierung 
wurde durch Verwendung von Farbstoffprimern (12). interne Markierung 
(13) Oder Farbstoffterminatoren (14) erreicht. Die Sequenzierung mit 
Farbstoffprimern und die Interne Markierung haben jedoch den Nachteil, daB 
irregulare Terminationsvorgange in der Sequenzleiter auftreten und zur 
Fehlinterpretatlon der Sequenzdaten fuhren konnen. Farbstoffterminatoren 
haben den Nachteil, daB sie zum Teil an falschen Stellen eingebaut werden 
und nur eine begrenzte Ableselange ermogllchen, da es sich bei ihnen urn 
modifizierte Substrate handelt. 

Daruber hinaus besteht ein Bedurfnis, die fiir eine Sequenzbestimmung 
benotigte DNA-Menge zu verringern. Hierzu steht derzeit nur eine einzige 

2yklussequenzierungsmethodezurVerfugung{15),die jedoch imGegensatz 
zu PGR, wo eine exponentielle Amplifikatlon stattflndet, nur zu einer 
linearen Amplifikatlon der Produkte fuhrt. Die direkte Sequenzierung von 
PCR-Produkten weist wiederum Nachteile auf, da in den ReaktionsgefaBen 
groBere Mengen an Triphosphaten und Primermolekulen vorliegen, die zu 
einer Beelntrachtigung der Sequenzierungsreaktlon oder der Sequenzbestim- 
mung fuhren konnen (16). Die Aufreinigung von PCR-Produkten ist jedoch 
zeitaufwendig und bedeutet einen zusStzllchen Verfahrensschritt. Zwar 
konnen Triphosphate durch enzymatische Methoden (1 7) gespalten werden, 
aber auch dies ist zeitaufwending und erhoht die Kosten fur die Durch- 
fuhrung der Sequenzierungsreaktlon. Als Alternative steht ein direktes 
exponentielles Ampliflkations- und Sequenzierverfahren (DEXAS) zur 
Sequenzierung geringer Mengen an DNA-Material zur Verf ugung (18); dieses 
Verfahren konnte bisher jedoch nicht fur eine Standardsequenzierung 
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eingesetzt werden und ist - im Gegensatz zu seinem Namen - nicht direkt 
exponentiell, 

GemalS vorliegender Erfindung wird ein neues Nukleinsauresequenzierungs- 
verfahren bereitgestellt, bei dem die Nachteile des Standes der Technik 
mindestens teilweise vermieden werden. Durch dieses Verfahren wird ins- 
besondere das Problem der Substratspezifitat hinsichtlich Farbstoff- 
terminatoren vermieden und es ermoglicht eineschnelle DNA-Sequenzierung 
unter Verwendung sehr geringer Mengen an DNA-Ausgangsmaterial in Kom- 
bination mit einer Nukleinsaureamplifikationsreaktion wie etwa PCR. Auch 
die iesbare Lange der sequenzierbaren Matrizen wird durch das Verfahren 
verbessert. 



Das erfindungsgemaSe Verfahren beruht auf der Verwendung von Verbin- 
dungen der allgemeinen Formel (1): 
X 

RO — P — Y — CH2 B 

(I) 




Z W 
worin: 

B eine Nukleobase, d.h. eine naturliche oder nichtnaturliche zur 
Hybridisierung mit komplementaren Nukleinsaurestrangen geeignete 
Base wie etwa A, C, G, T, U, I, 7-Deaza-G, 7-Deaza-A, 5-Methyl-C 
etc. bedeutet, 

W und Z jeweils 0R\ SR\ NiR^)^ oder R^ bedeuten, wobei R^ jeweils 
unabhangig bei jedem Vorkommen Wasserstoff oder einen 
organischen Rest, z.B. einen AlkyI-, Alkenyl-, HydroxyalkyI-, 
Amin-, Ester-, Acetal- oderThioesterrest, vorzugsweise mit bis 
zu 10 Kohlenstoffatomen und besonders bevorzugt mit bis zu 
6 Kohlenstoffatomen darstellt, 
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X 0R2, SR2 Oder BIR^lg bedeutet, wobei jeweils unabhangig Wasser- 
stoff , ein Kation, z.B. ein Alkalimetall- oder Ammoniumion, oder einen 
organischen Rest, z.B. einen Farbstoff wie etwa Fluoresceine, 
Rhodamine, Cyanine und deren Derivate bedeutet, 
Y NR3 Oder S, insbesondere NR^ bedeutet, wobei R^ Wasserstoff oder 
einen organischen Rest, z.B. einen gesattigten oder ungesattigten 
Kohlenwasserstoffrest, insbesondere einen C,-C4-Rest oder einen 
Farbstoffrest darstellt, wobei unter Wasserstoff auch die Isotopen 
Deuterium und Tritium zu verstehen sind, und 
R Wasserstoff, ein Kation, einen organischen Rest oder eine gegebe- 
nenfalls modifiziertePhosphat-oderDiphosphatgruppe, insbesondere 
eine Diphosphatgruppe bedeutet, 
zum Einbau in Nukleinsauren und zur anschiieSenden ortsspezifischen 
Spaltung der Nukleinsauren, vorzugsweise dutch Hydrolyse der Bindung P- 
Y, wobei Nukleinsaurefragmente mit einem 5'-Ende HY-CHj- entstehen. 

Die Gruppe R kann einen organischen Rest bedeuten, bespielsweise einen 
lipophilen Rest, der das Eindringen der Substanz in eine Zelie erieichtert. 
Vorzugsweise ist R eine Phosphatgruppe: 

o 

«o — P - 



Oder eine Diphosphatgruppe: 



O o 
II < 

•o — P — 0 — P 

I. !- 



Diese Phosphat- oder Diphosphatgruppe kann modifiziert sein. So konnen 
ein Oder mehrere endstandige Sauerstoffatome Substituenten tragen, z.B. 
organische Reste. Andererseits konnen ein oder mehrere endstandige 
Sauerstoffatome und - bei der Diphosphatgruppe - auch das Bruckensauer- 
stoffatom durch Gruppen wie S, NR^ oder C{R')2 ausgetauscht sein, wobei 
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wie zuvor definiert ist. Dariiber hinaus konnen auch 2 Substituenten an 
endstandigen Sauerstoffatomen miteinander verbrCickt sein. 

Wenn Substituenten vorhanden sind, befinden sie sich vorzugsweise an 
Sauerstoffatomen des jeweils endstandigen Phosphoratoms, besonders 
bevorzugt am K-Phosphoratom. Beispiele fur geeignete Substituenten sind 
organische Reste wie etwa Alkylreste, die selbst substituiert sein konnen, 
Oder eine Salicylgruppe, die mit 2 Sauerstoffatomen des endstandigen 
Phosphors einen 6-gliedrigen cyclischen Diester bilden kann. Der aro- 
matische Kern der Salicylgruppen kann wiederum selbst einen oder mehrere 
zusatzliche Substituenten tragen, z.B. solche wie fur R' definiert oder 
Halogenatome. Weiterhin bevorzugte Substituenten am Sauerstoff atom sind 
Reste wie CrCio-AlkyI, -(CH2),-N3, {CH2),N(R3)2 oder -{CH2)nNHOCO{CH2L- 
N(R^)2/ wobei n und m ganze Zahlen von 1 bis 8, vorzugsweise von 2 bis 
5 sind und R^ wie zuvor definiert Ist, aber auBerdem vorzugsweise einen 
aromatischen Rest wie etwa Phenyl- oder Dinitrophenyl bedeuten kann. 

Der Einbau von Verbindungen der allgemeinen Formel (1) in Nukieinsauren 
erfolgt vorzugsweise enzymatisch. Moglich ist jedoch auch eine chemische 
Synthese. Fur einen enzymatischen Einbau werden vorzugsweise Enzyme 
verwendet ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus DNA-abhangigen 
DNA-Polymerasen, DNA-abhangigen RNA Polymerasen, RNA-abhangigen 
DNA Polymerasen, RNA-abhangigen RNA Polymerasen und Terminalen 
Transferasen, Besonders bevorzugt ist die T7 DNA-Polymerase, verwandte 
Enzyme wie etwa die T3 oder die SP6 DNA Polymerase oder Modifikationen 
dieser Enzyme. Dementsprechend kann es sich bei den Nukieinsauren, in die 
die Verbindungen der Formel (I) eingebaut werden, um DNAs oder/und 
RNAs handein, die gegebenenfalls ein oder mehrere weitere modifizierte 
Nukleotidbausteine tragen konnen. 

Nukieinsauren, die als Monomerbausteine mindestens eine Verbindung der 
allgemeinen Formel (I) enthalten, konnen an dem die P-Y Bindung enthalten- 
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den Nukleotidbaustein ortsspezifisch gespalten werden. Diese ortsspezi- 
fische Spaltung kann beispielsweise an der P-Y-Bindung selbst durch 
Temperaturerhohung, z.B. auf nnindestens 37°C. Einstellung saurer 
Bedingungen, z.B. pH ^ 5, Mikrowellenbehandlung, Laserbehandlung, z.B. 
nnit einem Infrarotlaser oder/und 3'-seitig des die P-Y-Bindung enthaltenden 
Nukleotids durch enzymatlschen Verdau, beispielsweise mit Exo- oder 
Endonukleasen oder Phosphodiesterasen, z.B. 3'-5'-Schlangengiftphos- 
phodiesterase erfolgen. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren kann auch in Kombination mit einer 
Amplifikationsreaktion, z.B. einer PCR, durchgefuhrt werden. Dies erlaubt 
die Verwendung von extrem geringen Mengen an DNA-Ausgangsmaterial 
zur Erzeugung markierter konnplementarer Nukleinsaurestrange. Vorzugs- 
weise wird die Nukleinsaureamplifikation mit thermostabllen Enzymen in 
mehreren Zykien durchgefuhrt. 

Der Einbau der Verbindungen gemaS (I) in die Nukleinsauren kann in Losung 
erfolgen. Alternativ kann der Einbau der Verbindungen jedoch auch in 
tragergebundene Nukleinsauren erfolgen. Nach der Synthese kann dann eine 
Freisetzung der Nukleinsauren vom Trager, gegebenenfalls durch die 
ortsspezifische Spaltung der P-Y-Bindung oder durch andere Methoden 
erfolgen. 



Nach der ortsspezif ischen Spaltung der Nukleinsauren werden Nukleinsaure- 
fragmente erzeugt, die vorzugsweise an ihrem 5'-Ende die Gruppe Y-CHj- 
oder/und an ihrem 3'-Ende eine Phosphatgruppe aufweisen. Bisher muBten 
derart modifizierte Nukleinsauren auf komplizierte Art und Weise durch 
chemische Synthese (19) oder durch enzymatische Reaktionen (20, 21) 
erzeugt werden. Das erfindungsgemaBe Verfahren ist wesentlich schneller, 
kostengunstiger und erlaubt eine einf achere Handhabung der Verbindungen. 
Die auf diese Weise hergestellten modifizierten Nukleinsauren konnen fQr 
therapeutische Zwecke oder/und fur molekularblologische Untersuchungen , 
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2.B. Untersuchungen von Mechanismen der Aufnahme und des Metabolis- 
mus von Nukleinsauren in Zellen verwendet werden, da an die 5'-Y-Gruppe 
auf einfache Weise eine Markierungsgruppe gekoppelt werden kann. Die 3'- 
Phosphatgruppe wiederum stellt eine Schutzgruppe gegenuber einer Ligation 
oder/und einer enzymatischen Elongation mit Polymerasen dar. An das 
phosphorylierte 3'-Ende der Nukleinsaurefragmente konnen - sofern 
gewunscht - Markierungsgruppen angefugt werden, z.B. wenn eine 
Dephosphorylierung durchgefuhrt wird und an die resultierende 3'-0H- 
Gruppe durch eine enzynnatische Reaktion beispielsweise unter Verwendung 
von Ligase oder Terminaler Transferase markierte Oligonukleotide oder mit 
einer Polymerase markierte Dideoxynukleosidtriphosphate angefugt werden 
Oder wenn die 3'-Phosphatgruppe eine reaktive Gruppe z.B. ein Schwefela- 
torn enthalt. 

Weiterhin konnen die erfindungsgemaSen Nukleinsaurefragmente aufgrund 
der definierten Gruppe an ihrem 5'-Ende auf einfache Weise auf einem 
Trager immobilisiert werden, der eine mit der Gruppe Y reaktive, funktionali- 
sierte Oberflache enthalt. Andererseits kann auch eine adsorptive Bindung 
liber die Gruppe Y an eine Oberflache erfolgen. Geeignete Trager sind 
solche, die Oberflachen beispielsweise aus Metall, Glas, Keramiken oder/und 
Kunststoff aufweisen. Besonders bevorzugt sind Trager mit Glas oder/und 
Siliciumoberflachen. Die Trager konnen weiterhin jede beliebige Form 
aufweisen, z.B. Mikropartikel wie etwa magnetische Mikropartikel oder 
Halbleitermaterialien wie Biochips, z.B. DNA- oder RNA-Chips, die gegebe- 
nenf alls mehrere mit Nukleinsauren spezifisch bindefahige definierte Flachen 
in Form von Array-Anordnungen enthalten konnen. 

Die erfindungsgemaSen Nukleinsaurefragmente konnen auch in Form eines 
Gemisches unterschiedlicher Fragmente an einen Trager gekoppelt werden. 
Auf diese Weise werden Trager mit statistisch darauf angeordneten 
Nukleinsaurefragmenten erzeugt. Dies hat Vorteile, wenn z.B. eine 
anschlieSende Amplifikation auf der Trageroberflache mit Primern durch- 
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fuhrt, die fCir eine vorbestimmte Nukleinsauresequenz, z.B, ein Gen 
kodieren. 

Wenn bei der Spaltung der Nukleinsauren ein heterogenes Nukleinsaurege- 
misch entsteht, kann dieses zur Herstellung einer Nukleinsaurebibliothek, 
insbesondere einer statistischen Bibliothek verwendet werden. Solche 
Bibliotheken konnen auch durch multiplen statistischen Einbau von 
Verbindungen der Formel (1) in einen Nukleinsaurestrang gefolgt von einer 
ortsspezifischen Spaltung erzeugt werden. AuBerdenn konnen zur Erzeugung 
statistischer Nukleinsaurebibliotheken auch degenerierte und statistisch an 
Nukleinsaurenaatrizen bindende Primer eingesetzt werden. 

Die Fragmente der Nukleinsaurebibliothek konnen kombinatorisch ohne oder 
nach weiterer enzymatischer oder chemischer Behandlung wieder zu- 
sannmengesetzt werden (DNA-Shuffling). Da bei jedem Fragment das 5'- 
Ende mit einer Gruppe Y versehen ist (mit Ausnahme des 5'-Endes des 
ersten Fragments), kann das Zusammensetzen anderer Fragmente nur so 
erfoigen, daS das ursprungliche erste Fragment wiederum das erste 
Fragment bildet. Den vollstandigen kombinatorischen Raum kann man nach 
weiterer enzymatischer oder chemischer Behandlung der Bibliothek oder 
einzelne Fragmente daraus ausnutzen. 

Die durch das erfindungsgemaSe Verfahren erzeugten Nukleinsaurefrag- 
mente konnen nach der ortsspezifischen Spaltung einer Nachweisreaktion 
unterzogen werden. Diese Nachweisreaktion kann mit beliebigen, fur diesen 
Zweck bekannten Methoden erfoigen. Vorzugsweise wird eine massenspek- 
trometrische Analyse oder/und eine Elektrophorese, z.B. eine Polyacrylamid- 
gelelektrophorese, durchgefuhrt. 

Die Nachweisreaktion kann beispielsweise zum Nachweis von Mutationen, 
z.B. von Punktmutationen in Nukleinsauren eingesetzt werden. Zwei 



wo 99/53087 PCT/EP99/02320 

- 9 - 

Protokoile zur Analyse von Punktmutationen werden im folgenden 
ausfuhrlich beschrieben. 



Eine weitere wichtige Anwendung des erfindungsgemaften Verfahrens ist 
5 die Nukleinsauresequenzierung. Solche Sequenzierverfahren konnen in 
unterschiedlichen Varianten durchgefuhrt werden. Beispielsweise ist das 
erfindungsgennaBe Verfahren auch ftir eine "Cycle"-Sequenzierung in 
Kombination mit einer Nukleinsaureamplif ikation oder/und f ur eine bidirektio- 
nale Sequenzanalyse auf einem Nukleinsaurestrang geeignet. Bevorzugte 
10 Beispiele von Sequenzierverfahren werden im folgenden ausfuhrlich 
beschrieben. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine pharma- 
zeutische Zusammensetzung, die als wirksame Komponente eine Ver- 

15 bindung der allgemeinen Forme! (I) gegebenenfalls in Kombination mit 
pharmazeutisch vertraglichen Trager-, Hllfs- oder/und Fullstoffen enthalt. 
DarCiber hinaus betrifft die Erfindung auch pharmazeutische Zusammen- 
setzungen, die als wirksame Komponente eine Nukleinsaure, in die 
mindestens eine Verbindung der allgemeinen Forme! (I) eingebaut ist, sowie 

20 gegebenenfalls pharmazeutisch vertragliche Trager-, Hilfs- oder/und 
Fullstoffe enthalten. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen sind als 
Mittel fur die Gentherapie, als antivirale Mittel, als Antitumormittel oder fur 
Antisense-Anwendungen geeignet. So konnen Nuklease-resistente 5'- 
Aminoverbindungen oder diese Verbindungen enthaltende Nukleinsauren in 

25 lebende Zellen eingebracht und dort von zellularen oder/und viralen 
Enzymen, z.B. Polymerasen oder Reverse Transkriptasen, in Nukleinsauren 
eingebaut werden. Wenn die zellulare Polymerase beispielsweise nicht in der 
Lage ist, die modifizierten Gene abzulesen und selbst die modifizierten 
Triphosphate als Substrate nicht akzeptiert, kann die virale genetische 

30 Information nicht amplifiziert werden. Weiterhin fuhrt der Einsatz der 5'- 
modif izierten 5'-Nukleosidtriphosphate zu einer Zersetzung der viralen Gene, 
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da die eingefuhrte P-Y-Bindung, insbesondere die P-N-Blndung unter 
physiologischen Bedingungen labii ist. 

AuSerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Nu- 
kleinsaurefragmenten umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Nukleinsaure, die mindestens eine Verbindung der 
allgemeinen Formel (I) als monomeren Baustein enthalt und 

(b) ortsspezifisches Spalten der Nukleinsaure. 

ErfindungsgemaSe Verbindungen der Formel (I) konnen als Bestandteile von 
Reagenzienkits zum Nachweis von Nukleinsauren, z.B. als Sequenzierungs- 
kits Oder als Kits zur Mutationsanalyse gegebenenfalls mit weiteren 
Nachweiskomponenten verwendet werden. Diese weiteren Nachwelskom- 
ponenten sind beispielsweise Enzyme, insbesondere Polymerasen wie etwa 
DNA-Polymerasen oder Reverse Transkriptasen, als Primer verwendbare 
Oligonukleotide, die gegebenenfalls an ihrem 5'-Ende oder/und an ihrer 
Seitenkette eine Markierung tragen konnen, Deoxynukleosidtriphosphate, 
die gegebenenfalls eine Markierung tragen konnen, Dideoxynukleosid- 
triphosphate (Kettenabbruchmolekule), die gegebenenfalls eine Markierung 
tragen konnen, sowie weitere Reagenzien, z.B. Puffer etc. und feste Trager. 
Vorzugsweise enthalten die erfindungsgemaBen Reagenzienkits die in den 
nachfolgenden Figuren angegebenen Bestandteile 

Weiterhin wird die Erfindung durch die nachfolgenden Figuren und Beispiele 
eriautert; 



Es zeigen: 



Fig. 1 die schematische Darstellung der Synthese 5'-Amino-modifizierter 
Nukleoside; 

Fig. 2 die schematische Darstellung der Herstellung von S'-Amino-modifi- 
zierten Nukleosidtriphosphaten; 
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Fig. 3 die schematische Darstellung der Erzeugung 5'-Amlno-modifizierter 
oder/und 3'-phosphorylierter DNA-Fragmente durch ortsspezlfische 
Spaltung der P-N-Bindung bei eingebauten 5'-Aminonukleosid- 
triphosphaten; 

5 Fig. 4 die schematische Darstellung einer selektiven 5'- oder 3'-Markierung 
von Nukleinsaurefragmenten; 
Fig. 5 die schematische Darstellung der Abspaltung von Nukleinsauren von 
fasten Tragern; 

Fig. 6 die schematische Darstellung eines Sequenzierprotokolls unter 
) Verwendung eines 5'-Farbstoff-markierten Sequenzierprimers; 

Fig. 7 ein alternatives Verfahren zur Erzeugung sequenzierbarer Fragmente 

durch Exonukleaseverdauung; 
Fig. 8 die schematische Darstellung einer elektrophoresefreien iterativen 
Sequenzlermethode; 
i Fig. .9 die schematische Darstellung einer bidirektionalen Sequenzlerme- 
thode an einem einzigen Nukleinsaurestrang; 
Fig.1 0 die Markierung der Nukleinsaurefragmente nach der Sequen- 
zierreaktion durch Terminale Transferase; 

Fig. 11 eineersteAusfuhrungsformzum Nach weis von Pun ktmutatio- 
nen; 

Fig. 12 eine zweite Ausfuhrungsform zum Nachweis von Punkt- 

mutationen und 
Fig. 13 die Erzeugung einer DNA Bibliothek. 

Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel 
(1), vyorin Y eine Aminogruppe darstellt, sind in Fig. la und b gezeigt. Fig. 
la zeigt ein Schema zur Herstellung von 5'-Amino-2',5'-dideoxypurinnu- 
kleosiden. Hierzu werden die Aminogruppen der Nukleobase durch Reaktion 
mit Schutzgruppen blockiert, z.B. durch Silylierung mit Trimethylsilylchlorid 
und anschlieSende Einfiihrung einer Bz- oder Ibu-Schutzgruppe. Dann wird 
die 5'-0H-Gruppe aktiviert, z.B. durch Umsetzung mit Tosylchlorid, so daB 
sie mit einem Alkalimetallazid, z.B. LiNg, reagieren kann. Nach Abspaltung 
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der Schutzgruppen, z.B. durch NHg/MeOH, kann die Schutzgruppe reduktiv. 
z.B. mit Hj/PtOj, in eine Aminogruppe uberfuhrt werden. 

in Fig. lb ist ein entsprechendes Syntheseschema zur Herstellung von 5'- 
Amino-2',5'-dideoxypyrimidinnukleosiden dargestellt. Thymidin kann 
beispielsweise direkt mit einem Azidsalz, z.B. NaNg umgesetzt und 
anschlieBend die Azidgruppe reduktiv in eine Aminogruppe uberfuhrt 
werden. Bei Cytidin wird zunachst die Nukleobase durch eine Schutzgruppe, 
z.B. Bz, blockiert und anschlieBend kann auf analoge Weise wie bei 
Thymidin eine Azidgruppe eingefuhrt werden, die reduktiv zu einer 
Aminogruppe umgesetzt werden kann. 

in Fig. 2 ist ein Syntheseschema zur Herstellung von 5'-Amino-2',5'- 
dideoxynukleosid-5'-triphosphaten gezeigt, mit dem auf einf ache Weise eine 
Triphosphatgruppe an die gemalS Fig. 1 erhaltenen Nukleoside angefugt 
werden kann. Die auf diese Weise hergestellten 5'-Aminonukleosidtri- 
phosphate kSnnen als Monomerbausteine fur den Einbau in Nukleinsiuren 
verwendet werden. 

Ausfuhrliche Angaben zur Ausfiihrung dieser Reaktionen finden sich in 
Beispiel 1. 

Fig. 3 zeigt die Erzeugung von modifizierten DNA-Fragmenten, die einen 5'- 
Amino-T-Baustein enthalten und die anschlieBende Spaltung dieser DNA- 
Fragmente an der P-N-Bindung, wobei 3'-phosphorylierte oder/und 5'- 
Amino-modifizierte DNA-Fragmente erhalten werden. 

Fig. 4 zeigt Beisplele fiir eine selektive 5'- und 3'-Markierung der durch die 
Spaltung erzeugten Nukieinsaurefragmente. 
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Fig. 5 zeigt die Synthese von 5'-Aminonukleotidbausteinen enthaltenen 
DNA-Molekulen an einen festen Trager und die anschlielSende Freisetzung 
5'-Amino-modifi2ierter DNA-Fragmente durch Spaltung der P-N-Bindung. 

5 Fig. 6 zeigt eine schematische Darstellung einer Ausfuhrungsform des 5'- 
Aminosequenzierverfahrens. GemaS der gezeigten Ausfuhrungsform wird 
ein am 5'-Ende eine Markierungsgruppe tragender Primer verwendet, der 
durch enzymatische Polymerisation verlangert wird, wobei 5'-Amino- 
modifizierte Nukleotide an statistischen Positionen in den Nukleinsaurestrang 

10 eingebaut werden. Die modifizierten Nukleotide werden von DNA Polymera- 
sen, z.B. von der T7 DNA Polymerase, ais Substrate akzeptiert. Die P-N- 
Bindungen sind statistisch uber den Nukleinsaurestrang verteilt und konnen 
auf einfache Weise, z.B. durch Pyrolyse, saure Bedingungen oder/und 
Mikrowellenbehandlung gespalten werden, wobei ein Gemisch an Nu- 

1 5 kleinsauref ragmenten entsteht. Jedes dieser Fragmente tragt an seinem 3'- 
Ende eine Phosphatgruppe, wodurch Mobilitatsanderungen be! einer 
Gelelektrophorese vermieden werden. Bei Einbau von Verbindungen der 
Forme! (I), bei denen X eine nachweisbare Gruppe, z.B. eine Farbstoffgruppe 
bedeutet, werden nach Spaltung Nukleinsaurefragmente erhalten, die an 

20 ihrem 3'Nukleotld eine Markierung aufweisen. 

Auch fur eine "Cycle"-Sequenzierung konnen die modifizierten Nukleotide 
eingesetzt werden. Unter Verwendung thermostabiler Polymerasen ist es 
moglich, die DNA-Matrize beispielsweise durch PGR zunachst zu am- 
25 plifizieren und dann die modifizierten Nukleotide bei 37 mit T7 DNA 
Polymerase einzubauen. Die Spaltung erfolgt dann direkt im ReaktionsgefaB 
durch einfaches Erhitzen auf beispielsweise 95 °C. Alternativ kann der 
Einbau der modifizierten Nukleotide schon wahrend der Amplifikation selbst 
dutch eine thermostabile Polymerase erfolgen. 

30 

Nach der Spaltung wird das Reaktionsgemisch oder ein Teil davon einer 
Nachweisreaktion, z.B. durch Gelelektrophorese, unterzogen. Auf diese 
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Weise werden Probleme hinsichtlich der Substratspezifitat bei Farbstoff- 
markierten Kettenabbruchmolekiilen vermieden. Verglichen mit bisher 
verfijgbaren chemisch-enzymatischen Methoden, z.B. durch Einbau von a- 
Thionukleotiden, eriaubt das erfindungsgemalSe Verfahren eine einfachere 
Spaltung der erzeugten Nukleinsaurestrange, ohne daS aggressive 
Chemikalien verwendet werden miissen, die die Markierungsgruppe des 
Primers bzw. die glykosidische Bindung angreifen konnten, Durch das 
erfindungsgemaSe Verfahren konnen die Kosten von bestehenden Sequen- 
zierprotokollen verringert werden, da die Triphosphate auf sehr einfache 
Weise, z.B durch den Anwender selbst, direkt vor der Sequenzierung 
herstellbar sind. Das Verfahren ist schnell, einfach und funktioniert selbst 
mit einer sehr geringen Menge an DNA-Ausgangsmaterial. 

Fig. 7 zeigt eine alternative Methode zur Erzeugung von sequenzierbaren 
Nukleinsaurefragmenten durch 3'-*5'-Exonukleaseverdau, z.B. durch 
Schlangengiftphosphodiesterase. 

Fig. 8 zeigt ein Beispiel fur eine Elektrophose- oder/und Gel-freie iterative 
Sequenziermethode^Dabei werden farbstoffmarkierteS'-Amino-modifizierte 
Deoxy-nukleosidtriphosphate verwendet, wobei jedes Nukleotid eine unter- 
schiedliche Markierungsgruppe tragt. Durch die DNA Polymerase wird ein 
einziges Farbstoff-markiertes Amino-modifiziertes Nukleosid an den Primer 
angef ugt und anschlieSend spezifisch an der P-N-Bindung wieder abgespal- 
ten. Die Art des angelagerten Nukleotids kann durch die nachgewiesene 

Markierungsgruppe Identifiziertwerden-AnschlieBendkanndasidentifizierte 
Nukleotid in unmodifizierter Form durch die Polymerase angefugt und der 
zuvor beschriebene Sequenzierschritt wiederholt werden. Ein Mehr- 
facheinbau desselben Nukleotids kann durch die Intensitat der Markierung, 
z.B. einer Fluoreszenzmarkierung, nachgewiesen werden. 

Fig. 9 zeigt ein bidirektionales Sequenzierprotokoll innerhalb eines einzigen 
Nukleinsaurestrangs. Hierzu werden wie zuvor beschrieben 5'-Amino- 
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markierte Nukleoside in Nukleinsaurestrange eingebaut. Die Termination der 
Elongation erfolgt durch Zugabe von Kettenabbruchmolekulen, z.B. ddNTPs, 
Durch Restriktionsspaltungen konnen dann definierte 3'-Enden der 
Nukleinsaurestrange erzeugt werden. Durch Zugabe eines mit einer zweiten 
5 Markierungsgruppeversehenen Kettenabbruchmolekuls, z.B. eines ddNTPs, 
und Terminaler Transferase werden Nukleinsaurestrange erhalten, die an 
ihrem 5'- bzw. 3'-Ende jeweils zwei, vorzugsweise unterschiedliche 
Markierungsgruppen tragen. Nach Spaltung der P-N-Bindungen werden zwei 
Satze von unterschiedlich markierten DNA-Fragmenten erhalten, die in einer 
10 einzigen Sequenzreaktion nebeneinander nachweisbar sind. 

Fig. 10 zeigt eine 3'-terminale Einfuhrung von Markierungsgruppen. Hierzu 
werden zunachst durch Polynnerisation unter Verwendung von Aminotri- 
phosphaten Nukleinsaurestrange hergestellt, die anschlieSend an der P-N- 

15 Bindung gespalten werden. Die resultierenden Nukleinsaurefragnnente mit 
3'-Phosphatgruppen werden dephosphoryliert und durch Zusatz eines eine 
Markierungsgruppetragenden Kettenabbruchmolekuls, z.B. eines S'-Amino- 
ddNTPs, und Terminaler Transferase markiert. Auf diese Weise kann eine 
Sequenzierungreaktion in Abwesenheit jegiicher Art von Markierungs* 

20 gruppen durchgefuhrt werden. Der Einbau der Markierungsgruppen in die zu 
sequenzierenden DNA Fragmente erfolgt erst nach AbschluS der Sequenzie- 
rungsreaktion. So werden Probleme hinsichtlich der Substratspezifitat von 
Polymerasen vermieden und eine Verringerung der Kosten erreicht, da die 
Verwendung markierter Primermolekule uberflussig wird. 

25 

Fig. 11 zeigt eine erste Ausfuhrungsform zum Nachweis von Punkt- 
mutationen. Dabei wird ein Nukleinsaureprimer verwendet, dessen 3'-Ende 
sich unmittelbar "stromauf warts" der potentiellen Mutationsstelle befindet. 
Durch Zugabe eines mit einer Markierungsgruppe versehenen 5'-Amino- 
30 modifizierten Nukleosidtriphosphats in Gegenwart einer Polymerase erfolgt 
eine Elongation des Primers um mindestens ein Nukleotid,sofern auf dem 
Matrizenstrang das zu dem jeweils verwendeten modifizierten Nukleosid- 
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triphosphat komplementare Nukleotid vorliegt. Der Einbau des Amino- 
modifizierten markierten Nukleotids in den DNA-Strang oder das Ausbleiben 
dieses Einbaus laBt sich auf einfache Weise durch bekannte Methoden 
nachweisen. Hierzu kann das nichteingebaute Nukleotid z.B. durch 
Zentrifugation oder - be! Bindung an eine Festphase - durch Waschen 
entfernt und dann der Nachweis der Markierung in an den Primer gebunde- 
ner Form oder/und nach Abspaltung erfolgen. 

Fig. 12 zeigt eine weitere Ausfuhrungsform zum Nachweis von Punkt- 
mutationen. Hierzu wird ein tragergebundener Primer verwendet, der eine 
interne Markierungsgruppe tragt. Dann werden 5'-Amino-modifiziertes 
Nukleosidtriphosphat und Polymerase zugegeben. Bei Vorliegen einer 
bestimmten Nukleobase auf dem Matrizenstrang erfolgt eine Elongation des 
Primers, ansonsten wird kein 5'-Aminonukleosidtriphosphat an den Primer 
angefugt. Der Reaktionsansatz wird anschlieBend mit einer 3'-*5'-Exonukle- 
ase behandelt. Nach Anfugen des 5'-Amino-modifizierten Nukleotids an den 
Primer f indet auf grund der P-N-Bindung kein enzymatischer Abbau durch die 
Exonuklease statt und die im Primer eingebaute Markierungsgruppe bleibt 
am festen Trager immobilisiert. Wenn hingegen kein 5'-Amino-modifiziertes 
Nukleosidtriphosphat an den Primer angefugt wird, wird dieser durch die 
Exonuklease abgebaut und die Markierung vom festen Trager abgespalten. 
Das Verbleiben der Markierung am Trager oder deren Freisetzung kann ohne 
weiteres durch bekannte Methoden nachgewiesen werden. 

Fig. 13 zeigt die Erzeugung einer DNA-Bibliothek dutch multiplen 5'- 
Aminodeoxynukleosidtriphosphat-Einbau in DNA Fragmente. Durch Spaltung 
der P-N-Bindungen wird eine Vielzahl unterschiedlicher DNA Fragmente 
erzeugt, die entweder an einen Trager gebunden werden konnen oder 
beispielsweise durch Massenspektrometrie analysiert werden konnen. 
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Beispiele 

1 . Synthese von modiftzierten Nukleosiden 

5 Die Synthese modifizierter Nukleoside wurde in Aniehnung an Mag et al (25) 
durchgefuhrt. 5'-Amino-5'-deoxythymidin-5'-triphosphat und 5'-Amino- 
2',5'-dideoxycytidin-5'-triphosphat wurden gemaS Yamamoto et al (26) 
mittels Substitution der 5'-Hydroxylgruppe durch eine Azidgruppe gefolgt 
von katalytischer Reduktion zum entsprechenden Amin synthetisiert. Die 

10 entsprechenden Guanosin- und Adenosin-Derivate wurden durch Tosylie- 
rung der 5'-Hydroxylgruppe und Substitution der Tosylgruppe mit Li- 
thiumazid hergestellt, um N^-C^-Cyclisierungsreaktionen zu vermeiden. Die 
Purin-Azidverbindungen wurden ebenfalls durch katalytische Hydrierung 
reduziert. Nach Schutzgruppenabspaltung wurden die Nukleosidegem3&der 

15 von Letsinger et al (27) beschriebenen Methode mit Trinatriumtrimeta- 
phosphat triphosphoryliert. 

1 . 1 M^-Benzoyl-2'-deoxycytidin 

20 1 Aquivalent 2'-Deoxycytidin wurde in wasserfreiem Pyridin gelost. Hierzu 
wurden 5 AquvalenteTrimethylchlorsilan be! Raumtemperatur gegeben. Das 
Reaktionsgemisch wurde 30 min geruhrt, auf 0°C abgekuhit und tropfen- 
weise mit 1,2 Aquivalenten Benzoylchlorid versetzt. Das Gemisch wurde 
erst 30 min und dann weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. 

25 Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml kaltem Wasser bei 0°C 
gestoppt. Nach 20 min wurde das Ldsungsmittel unter Vakuum entfernt. 
Der verbleibende Ruckstand in heifSem Wasser gelost und dreimal mit 
Ethylacetat gewaschen. Die wassrige Phase wurde auf 4°C abgekuhit und 
die resultierenden Kristalle durch Filtration und Waschen mit kaltem Wasser 

30 gewonnen. Das Produkt wurde bei 50®C uber PjOg unter Vakuum auf 
konstantes Gewicht getrocknet. 
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N®-benzoyl-2'-deoxyadenosin und N^-lsobuTuryl-2'-deoxyguanosin wurden 
nach der gleichen Vorschrift hergestellt. 

I . 2 5'-A2ido-5'-deoxythymidln 

5 

7,26 g (30 mmol) Thymidin, 9,45 g (36 mmol) Triphenylphosphin, 5,85 g 
(90 mmol) Natriumazid und 1 1,94 g (36 mmol) Tetrabrommethan wurden 
in 1 20 ml trockenem Dimethylformamid gelost und fur 24 h bei Raumtempe- 
ratur geruhrt. Das Gemisch wurde mit 150 ml Natriumhydrogencarbonat- 

10 Losung gewaschen und die wassrige Phase wurde mit viermal 200 ml 
Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat 
getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das erhaltene 
Rohprodukt wurde durch Silicagelchromatographie mit einem Gradienten 
von 0 bis 10% Methanol in Dichlormethan gereinigt. Die Ausbeute war 

15 etwa 76% (6,09 g). 

Analyse: 

DC: R^: 0,40 (Chloroform: Methanol = 9:1; Silicagel 60, F264, Merck) 

20 

IR: ^as(N3) = 2093,7 cm*^ (s, KBr) 

NMR: <y-'H[ppml, 270 MHz, 300 K, DMSO-dg: 

II, 30 (s, 1 H, N^H); 7,47 (s, 1H, H®); 6,18 (t, 1H, H^; 5,39 (d, 
'25 1H, O^'H); 

4,22 (m, 1H,H=^'); 3,85 (m, 1H, H*'); 3,55 (d, 2H, H^'^); 2,29 (m, 

1H, H"); 

2,08 (m, 1H, H^'M; 1,79 (d, 3H, C^-CHj) 
30 Elementaranalvse: 

berechnet: C: 44,94% H: 4,90% N: 26,21% 
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gefunden: C: 44,77% H: 4,86% N: 25,93% 

5'-Azido-N^-benzoyl-2',5'-dideoxycytidin wurde nach der gleichen Vorschrift 
hergestellt. 

1 .3 5'"A2ido-2',5'-dideoxycytidin 

5'"Azido-N^-benzoyl-2',5'-dideoxycytidin wurde in einer gesattigten Losung 
von Ammoniak in Methanol gelost und bei Raumtemperatur fiir 12 h 
geruhrt. Dann wurde das Losungsmittel im Vakuum abgezogen und der 
Ruckstand chromatographisch unter Verwendung von Dichlormethan mit 
einem Gradienten von 0 bis 15% Methanol als Elutionsmittel gereinigt. 

1.4 5'-0-(4-Methyibenzolsuifon)-N®-benzovl-2'-deo}tyadenosinund5'-0- 
(4-Methylbenzoisulfon)-N^-isobutyryl-2'-deoj(ygu&nosin 

Jewells 1 Aquivalent N^-Ben2oyl-2'-deoxyadenosin und N^-lsobutyryl-2'- 
deoxyguanosin wurden in trockenem Pyridin gelost. Dazu wurden bei 
Raumtemperatur 3 Aquivalente 4-Methy Ibenzolsulf onylchlorid gegeben . Das 
Reaktionsgemisch wurde fur 45 min geruhrt, dann auf Eis gekiihlt und mit 
5 ml Wasser abgeschreckt. Nach 1 5 min wurde die Losung eingedampft 
und der olige Ruckstand in Ethylacetat aufgenommen. Die Losung wurde 
zweimal mit 5% NaHCOs, Wasser und gesattigter Salzidsung gewaschen, 
uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Ruckstand 
wurde chromatographisch unter Verwendung eines Gradienten von 0 bis 
10% Methanol in Dichlormethan als Elutionsmittel gereinigt. 

1 .5 5'*Azido-2\5'-dideoxyadenosinund 5'-Azido-2\5'-dideo}tyguanosin 

Jeweils 1 Aquivalent der in Beispiel 1 .4 hergestellten Verbindungen wurde 
in trockenem N, N-Dimethylf ormamid auf genommen und mit f unf Aquivalen- 
ten Lithiumazid versetzt. Die Losung wurde fur 5 h bei SO^C geruhrt. Dann 
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wurde das funffache Volumen an Dichlormethan zugesetzt und dreimal mit 
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat 
getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittei abgezogen. Die Schutzgruppen- 
abspaltung und Reinigung der Rohprodukte erfolgte wie bei der Herstellung 
5 von 5'-Azido 2',5'-dideoxycytidin beschrleben. 

1.6. 5'-Amino 5'-deoxythymidin 

150 ml absoluter Methanol wurden durch funfmaliges Einfrieren und 
10 Auftauen unter Vakuum entgast. Darin wurden 1 ,5 g (5,62 mmol) B'-Azido- 
5'-deoxythymldin gelost und eine geringe Menge an Platindioxid-Hydrat- 
Katalysator zugesetzt. Wasserstoffgas wurde in die Losung eingeleitet und 
das Gemisch wurde 2 h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Filtration durch 
Cellite wurde das Losungsmittei entfernt. Eine weitere Aufreinigung war 
15 nicht erforderllch. Die Ausbeute war nahezu quantitativ. 

Analyse: 

DC: R,: 0,05 {Dichlormethan:Methanol = 9: 1 ; Silicagel 60 Fjba, Merck) 

20 

IR: v„ (N3) = nicht vorhanden (KBr) 

NMR: <J-'H IppmJ, 270 MHz, 300 K, DMSO-dg: 

7,63 (s, 1H. H«); 6,15 (t, 1H, H^); 5,15 (d, 1H, O^'H); 4,21 (m, 

25 1H, H'); 

3,65(m. 1H. H*); 2,73(d. 2H, H^ ', H"); 1,95-2,15 (m, 2H, H^-\ 
H"); 1,79 (d, 3H, C^-CHg) 

Massenspektrometrle: ESI ( + ) berechnet: 242,2 Da 
3° gefunden: 242,1 Da 
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5'-Amino-2',5'-dideoxycytidin, 5'-Amino-2',5'-dideoxyadenosin und 5'- 
Amino-2' , 5 '-dideoxyguanosin wurden nach der gleichen Vorschrift hergestellt. 

1 .7 5'-Amino-5'-deo)(ythymidin-5'-triphosphat 

5 

2mg (1 Aquivalent) 5'-Amino-5'-deoxythymidin und 13,4mg (5 Aquivaien- 
te) Trinatriumtrimetaphosphat wurden in 100/y| sterilenn Wasser (pH 8,50) 
aufgelost, 30 h bei Raumtemperatur geriihrt und dann bei -80°C aufbe- 
wahrt. Fur die Sequenzierungsexperimente wurde ein Aliquot direkt ohne 
10 weitere Reinigung aus dem Reaktionsgemisch entnommen. 

5'-Amino-2\5'-dideoxycytidin-5'-triphosphat, 5'-Amino-2',5'-dideoxyade- 
nosin-5'-triphosphat und 5'-Amino-2',5'-dideoxyguanoasin-5'-triphosphat 
wurden nach der gleichen Synthesevorschrift hergestellt. 

15 

Analyse 

Massenspektrometrie: ESI(-): 

20 5'-Amino-2',5'-dideoxyadenosin-5'-triphosphat: 
berechnet: 490,199 Da 
gefunden: 488,8 Da (M-H); 

510,9 Da {M-2H + Na); 

532.7 Da {M-2H + 2Na) 

25 

5'-Amino-2',5'-dideoxycytidin-5'-triphosphat: 
berechnet: 466, 1 73 Da 
gefunden: 464,8 Da (M-H); 

486.8 Da (M-2H + Na) 

30 

5'-Amino-2',5'-dideoxyguanosin-5'-triphosphat: 
berechnet: 506,198 Da 
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i 

gefunden: 504,8 Da (M-H); 

526,8 Da (M-2H + Na) 

548.7 Da (M-3H + 2Na) 

5'-Amino-5'-deoxythymidin-5'-triphosphat: 
berechnet: 48 1 , 1 84 Da 
gefunden: 479,9 Da (M-H); 

480,6 Da (M); 

501.8 Da {M-2H + Na) 
523,8 Da {M-3H + 2Na) 



2. Sequenzierungsreaktion 



Die Durchfuhrung der Sequenzierungsreaktion ist am Beispiel der T-Spur 
dargestellt. Die Sequenzierungsreaktion fiir die A-, C- und G-Spuren kann 
auf analoge Weise erfolgen werden. 

Pro Ansatz wurden 0,3 u\ Primer, z.B. Universal- oder Reverseprimer 
(Fluoresceinisothiocyanat-markiert; 2 /yM), 0,3 tj\ DMSO, 1,2 (A ss-M13 
MP18 { + ) DNA und 0,6 //I Annealingpuffer (1 M Tris-HCI pH 7.6; 100 mM 
MgClj) zusammengegeben. Die Losung wurde 3 min bei 70*'C inkubiert und 
uber eine Zeitdauer von 20 min auf Raumtemperatur abgekuhlt. 

Zu dieser LSsung wurden 0,60 /y| einer dNTP-Mischung (jeweils 250 //M 
dATP, dCTP und dGTP sowie 50 //M dTTP), 0,44 //1 5'-Amino-dTTP (aus der 
Reaktionsmischung von Beispiel 1 .7) und 0,25 u\ T7 Polymerase (8 U/a/I) 
zugegeben und 10 min bei 37 °C inkubiert. Fur die A-, C- und G-Spuren 

wurdenentsprechend5'-Amino-dATP,5'-Amino-dCTPoder5'-Amino-dGTP 
verwendet. 



AnschlieBend werden 4;y| Stoplosung (95% deionisiertes Formamid, 20 mM 
EDTA, 0,05% Xylencyanol; 0,05% Bromphenolblau) zugegeben. 



wo 99/53087 PCT/EP99/02320 

• 23 - 

Zur Herstellung eines sequenzierbaren Gemisches an Nukleinsaurefragmen- 
ten wurden die P-N-Bindungen gespalten, Hierzu stehen folgende alternative 
Methoden zur Verfiigung: 

5 1. Spaltung durch Temperaturerhohung: 

40 miniitiges Erwarmen auf 95 °C (auch 20-minutiges Erwarmen ist 
moglich) 

2. Spaltung unter sauren Bedingungen: 

10 Zugeben von 2 bis 5/yl1 N HCI, funfminutiges Inkubieren be! Raum- 

temperatur, Neutralisieren mit 2 bis 5 //I 1 N NaOH, funfnninutiges 
Denaturieren bei 95®C 

3. Spaltung durch Mikrowellen: 

15 Behandein der Probe mit Mikrowellenstrahlung fur 30 nnin bei 900 W. 

Alternativ hierzu konnen auch enzymatische Spaltungsmethoden durch Exo- 
bzw. Endonukleasen, insbesondere durch 3'->5'-Exonukleasen wie etwa 
3'-c»5'-Schlangengiftphosphodiesterase verwendet werden. Hierzu v\/erden 
20 10 nnU (3,2 /yl) 3'->5'Schlangengiftphosphodiesterase zugegeben, fur 
10 nr^in 40**C inkubiert und fur 5 min bei 95°C denaturiert. 

AnschlieBend wurde das Fragmentgemisch analysiert, z.B. durch Poly- 
acryiamidgelelektrophorese. Hierzu wurden 5 fj\ des Reaktionsansatzes auf 
25 das Gel geladen. Alternativ kann der Reaktionsansatz bei -20 °C aufbewahrt 
und dann vor dem Aufbringen auf das Gel fur 3 min bei 95 °C denaturiert 
werden. 
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Anspruche 



1. Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel (1): 



10 



X 
I 



RO — P Y CH 




(I) 



worin: 

B eine Nukleobase bedeutet, 
15 W und Z jeweils 0R\ SR\ NIR^jj oder bedeuten, 

wobei R^ jeweils unabhangig bei jedem Vorkommen 
Wasserstoff oder einen organischen Rest darstellt, 
X 0R^ SR2 Oder B{R\ bedeutet, 

wobei R^ jeweils unabhangig Wasserstoff, ein Kation oder 
20 einen organischen Rest bedeutet, 

Y NR^ Oder S bedeutet, wobei R^ Wasserstoff oder einen 

organischen Rest darstellt und 
R Wasserstoff, ein Kation, einen organischen Rest oder eine 
gegebenenfalls modifizierte Phosphat- oder Diphosphatgruppe 
25 bedeutet, 

zum Einbau in Nukleinsauren und zur anschlieSenden ortsspezif ischen 
Spaltung der Nukleinsauren. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 , 
30 dadurch gekennzeichnet, 

da& der Einbau enzymatisch erfolgt. 
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3. Verwendung nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daSdas Enzym ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus DNA- 
abhangigen DNA Polymerasen, DNA-abhangigen RNA Polymerasen, 
RNA-abhangigen DNA Polymerasen, RNA-abhangigen RNA Polymera- 
sen und Terminalen Transferasen. 



4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die ortsspezifische Spaltung erfolgt durch: 
(1) Temperaturerhohung, 

(ii) Einstellen saurer Bedingungen, 

(iii) Mikrowellenbehandlung, 

(iv) Laserbehandlung oder/und 

(v) enzymatischem Verdau. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Einbau der Verbindungen in Kombination mit einer Nu- 
kleinsaureamplifikationsreaktion erfolgt. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Nukleinsaureamplifikation eine PGR umfaSt. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Einbau der Verbindungen in tragergebundene Nukleinsauren 
erfolgt. 
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8. Verwendung nach einem der AnsprQche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet 

dad in die durch Spaltung entstehenden Nukleinsaurefragmente eine 
Oder mehrere Markierungsgruppen eingebaut werden. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dais Markierungsgruppen am 5'- oder/und 3'-Ende der Nukleinsaure- 
fragmente angefugt werden. 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die durch Spaltung entstehenden Nukleinsaurefragmente auf 
einem Trager immobilisiert werden. 

1 1 . Verwendung nach Anspruch 1 0, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Trager eine Oberflache aus Metall, Glas, Keramik, oder/und 
Kunststoff aufweist. 

1 2. Verwendung nach Anspruch 10 oder 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Trager aus Mikropartikel und Biochips ausgewahit wird. 



25 13. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gokennzeichnet, 

daS durch die Spaltung eine Nukleinsaurebibliothek erzeugt wird. 

14. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
30 dadurch gekennzeichnet, 

daB die durch Spaltung entstehenden Nukleinsaurefragmente einer 
Nachweisreaktion unterzogen werden. 



20 
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15. Verwendung nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Nachweisreaktion eine massenspektrometrische Analyse 
umfaBt. 

5 

16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Nachweisreaktion eine Elektrophorese umfaSt. 

10 17. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Nachweisreaktion eine Sequenzbestimmung umfaBt. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, 
15 dadurch gekennzeichnet, 

daB die Sequenzbestimmung eine Zyklussequenzierung in Kom- 
bination mit einer Nukleinsaureamplifikation umfaBt. 

19. Verwendung nach Anspruch 17 oder 18, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

daS die Sequenzbestimmung bidirektional auf einem Nukleinsaure- 
Strang erfolgt. 

20. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

daS die durch Spaltung entstehenden Nukleinsauref ragmente fur den 
Nachweis von Mutationen eingesetzt werden. 

21 . Pharmazeutische Zusammensetzung, die ais wirksame Komponente 
2° eine Verbindung der allgemeinen Formel (1) wie in Anspruch 1 

definiert enthalt. 
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22. Pharmazeutische Zusammensetzung, die als wirksame Komponente 
eine Nukleinsaure enthalt, in die sine Verbindung der allgemeinen 
Formel (1) wie in Anspruch 1 definiert eingebaut ist. 

5 23. Verwendung der Zusannmensetzung nach Anspruch 21 oder 22 zur 
Herstellung eines Mittels fur die Gentherapie. 

24. Verwendung der Zusannmensetzung nach Anspruch 21 oder 22 zur 
Herstellung eines antiviralen Mittels oder Antitumormittels. 

10 

25. Verfahren zur Herstellung von Nukleinsaurefragmenten umfassend die 
Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Nukleinsaure, die als monomeren Baustein 
mindestens eine Verbindung der allgemeinen Forme! (I) enthalt, 

15 und 

(b) ortsspezifisches Spalten der Nukleinsaure. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnot, 

20 daB die durch Spaltung entstehenden Nukleinsaurefragmente am 5'- 

Ende die Gruppe HY-CHj- aufweisen, wobei Y wie in Anspruch 1 
definiert ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

da& die Nukleinsaurefragmente am 3'-Ende eine Phosphatgruppe 
aufweisen. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 25 bis 27, weiterhin umfassend 
30 den Schritt: 

(c) Unterziehen der Nukleinsaurefragmente einer Nachweisreak- 
tion. 
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29. Nukleinsaure, 
dadurch gekennzeichnet, 

dais sie am 5'-Ende die Gruppe HY-CH^- aufweist, wobei Y wie in 
Anspruch 1 definiert ist. 

5 

30, Verfahren nach Anspruch 29. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sie am 3'-Ende eine Phosphatgruppe aufweist. 
10 31 . Verbindung der allgemeinen Formel (I): 



15 



RO- 



X 
I 

P 




(I) 



20 



25 



30 



worin: 

B eine Nukleobase bedeutet, 

W und Z jeweils 0R\ SR\ mR')2 oder bedeuten, 

wobei R^ jeweils unabhangig be! jedem Vorkommen 
Wasserstoff oder einen organischen Rest darstellt, 
X 0R^ SR2 Oder BIR^Ig bedeutet, 

wobei R^ jeweils unabhangig Wasserstoff, ein Kation oder 

einen organischen Rest bedeutet, 
Y NR^ Oder S bedeutet, wobei R^ Wasserstoff oder einen 

organischen Rest darstellt und 
R Wasserstoff, ein Kation oder eine gegebenenfalls modifizierte 

Phosphat- Oder Diphosphatgruppe bedeutet. 
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32. Reagenzienkit zum Nachweis von Nukleinsauren, 
dadurch gekennzeichnet, 

dais er mindestens eine Verbindung der allgemeinen Formel (I) wie in 
Anspruch 1 definiertzusannmenmit weiteren Nachweiskonnponenten 
5 enthalt. 
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Oder dem Pfioritatodatum verOffentlieht worden ist und mit dof 
Anmatdung nioht koUidioft, sondem nur zum Verstftndnis deo der 
Erfindung zugrundefiegendon Prinzipa odor der ihr zugmndeliegertdon 
Theorio angegoben iat 

'X* Verdffontliohung von booonderor Bedeutung; die boanspruehts Erttndung 
konn aUoin a^rund diesor VerOffantliehung nicht ata nou oder auf 
erfindoriachor TAtigkeit beruhond betrachtet warden 

*Y* VerAffentliohung von booondoror Bodeutung; die beanspniohte Erfindung 
kann nicht ata auf erftnderischer Tfttigkott boruhend betrachtet 
wordon, wenn die VerOffontliohurtg mtt einor Oder mehreren anderen 
VerOffontlichungen diooor Katogorio in Verbtndung gebraoht wtrd und 
dieae Vofbtndung fOr etnon Fachmann nahoJiegend tat 
Verfiffentlichung, ^^Mitgtiod daraolben Patontfamilie ist 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHEN6 UNTERLAGEN 


Kategone' 


Bezeichnung der Verdffentltchung, soweit erfordartrch unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 


3etr. Anspruch Nr. 


X 


CHEN, MING S.; WARD, DAVID C; PRUSOFF, 
WI LLIAM H. : 

"5-Ioclo-5 ' -amino-2 ' ,5 ' -dideoxyuridine-5 ' -N 
'-triphosphate. Synthesis, chemical 
properties, and effect on Escherichia coli 
thymidine kinase activity" 
J. BIOL. CHEM., 

Bd. 251, Mr. 15, 1976, Seiten 4839-41, 

XPG02112659 

das "ganze Dokument 


21,23, 
24,31 


X 


WO 96 19572 A (HYBRIDON INC ;TANG JINYAN 
(US); ROSKEY ALLYSEM M (US); AGRAWAL SUO) 
27. Juni 1996 (1996-05-27) 
das ganze Dokument 


22-24, 
29-31 


X 


MAG, MATTHIAS; ENGELS, JOACHIM W.: 
"Synthesis and selective cleavage of 
ol i godeoxyri bonuci eoti des contai ni ng 
non-chiral internucleotide phosphoramidate 
linkages" 

NUCLEIC ACIDS RES., 

Bd. 17, Nr. 15, 1989, Seiten 5973-88, 

XP002 112650 

das ganze Dokument 


1-32 


X 


MAG. MATTHIAS; LUEKING, SILKE; ENGELS, 

JOACHIM W,: "Synthesis and selective 

cleavage of an ol igodeoxynucleotide 

containing a bridged internucleotide 

5'-phosphorothioate linkage" 

NUCLEIC ACIDS RES., 

Bd. 19, Nr. 7, 1991. Seiten 1437-41, 

XPG02112661 

das ganze Dokument 


1-32 


X 


DE 34 46 635 A (CALIFORNIA INST OF TECHN) 
27. Juni 1985 (1985-06-27) 
das ganze Dokument 


29,30 


X 


TROWBRIDGE. DALE B.; YAMAMOTO, DIANE M.; 

KENYON, GEORGE L.: "Ring openings of 

trimetaphosphoric acid and its 

bi smethyl ene analog. Syntheses of adenosine 

5 ' -bi s (di hydroxyphosphi nyl methyl ) 

phosphinate and 5'-amino-5'-deoxyadensoine 

5* -triphosphate" 

J. AMER. CHEM. SOC, 

Bd 94 Nr 11 1972 Seiten 3816-24 

XP0e2112662 

das ganze Dokument 

-/-- 


31 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie" 


Bezeichnung der Verbffentitchung. so we it erfordedich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anapruch Nr. 


X 


PATEL, BHISMA KUMAR; ECKSTEIN, FRITZ: 

"5 ' -Oeoxy-5' -thioribonucleoside-5'-triphos 

phates" 

TETRAHEDRON LETT., 

Bd. 38, Nr. 6, 1997, Seiten 1021-4, 

XP002112563 
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033 9^^126 uoKumenu 
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STUETZ, ANTON; SCHEIT, KARL H.: 

"Properties of ATP and UTP analogs with 
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Bd. 50, Nr. 2, 1975, Seiten 343-9, 
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Internationales AKtenzeichen 

PCT/EP 99/02320 



Fetd I Bemerkungen zu den Anspruchen. die &ich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 aut Blatt 1) 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstetlt: 
1 . Anspniche Nr. 

well sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. Anspruche Nr. 31 

wei) ste sich auf Tetle der intern attonaien Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgetuhrt werden kann, n&mlk:h 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt i 



Feld II Benierkungen bet mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale Recherchenbehdrde hat festgesteill, daB diese intematranale Anmekiung mehrere Erfindungen enthatt: 



1 . I I Da der Anmekler alle erfordertichen zusdtzfichen Recherchengebuhren rechtzeittg entrichtet hat, erstreckt sich dteser 
I ' intemationale Recherchenbericht auf alle recherchiert>aren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchterbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefdhrt werden konnte, der eine 
' I ' zus^itche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordsrt. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erfordertichen zusatztichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

< 1 intemationale Recherchenbericht nur auf die Anspniche, fur die Get>Qhren entrichtet worden sind, nSmttch auf die 

Anspruche Nr. 



4. I I Der AnmeWer hat die erfordertichen zusdtzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entricht^. Der intemationale Recher- 
chenbericht beschranW stch daher auf die in den Anspruchen zuerst envahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 

fa8t: 



Bemerfcungon htnttchtlich eines Widerspruchs [ | Die zus^Hchen Gebuhren wurden vom Arwnoldor untor Widersprueh gezahtt. 

[ [ Die Zahlung zusfitzticher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widermpruch. 
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Internationales Aktenz eichen PCT/EP 99/02320 
WErTERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr, : 31 



Die Recherche ergab in ihrer Anfangsphase eine sehr groBe Zahl 
neuheitsschadlicher Dokumente zu Anspruch 31. Aus diesen Grunden 
erscheint eine sinnvolle Recherche uber den gesamten Bereich des 
Patentanspruches unmbglich. Die Recherche wurde daher beschrankt auf: 

Triphosphate wie sie in Figur 2 in der Anmeldung dargestellt sind. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche auf 
Erfindungen, fur die kein internationaler Recherchenbericht erstellt 
wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer international en vorlaufigen 
Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT) . In seiner Eigenschaft als rmt 
der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde wird das EPA 
also in der Regel keine vorlaufige Prufung fur Gegenstande durchfuhren, 
2u denen keine Recherche vorliegt. Dies gilt auch fur den FalU daB die 
Patentanspruche nach Erhalt des internationalen Recherchenberichtes 
geandert wurden (Art. 19 PCT), oder fur den Fall, daB der Anmelder m 
Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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